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Verfahren zur sequentiellen ex vivo Expansion humaner postexnb- 
ryonaler Stammzellen mit nachfolgender selektiver Differenzie- 

rung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur in vitro 
Generierung von immunkompetenten Zellen (Naturliche Killer Zel- 
len Oder NK- Zellen und T-Zellen) die- durch Expansion und Dif fe- 
renzierung aus post embryonal en Stammzellen gewonnen werden. Das 

10 Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , dass unter Vermeidung von 
Dif f erenzierung die Ausgangszellen in einem Medium gezuchtet 
werden, das ein regio- und stereoselektiv modif iziertes Glycan 
enthalt, wobei die Modif ikation so ist, dass dieses Glycan N- 
und/oder O-gebundene Sulfat-, Amino-, Acetyl- und/oder A- 

15 cylgruppen in verschiedenen Anordnungen und def inierten Positi- 
onen in der Monomereinheit und entlang der Polymerkette ent- 
halt . 

Humane postembryonal, d.h. im wesent lichen hamatopoetische 
20 pluripotente Stammzellen aus Nabelschnurblut haben als Stamm- 
zellquelle auch im Hinblick auf die ethischen Bedenken beim Urn- 
gang mit embryonalen Stammzellen eine groEe gesundheit spoilt i- 
sche Bedeutung. Allerdings stehen diese Zellen nicht in ausrei- 
chender Menge zur Verfugung. Der klinisch therapeutische Ein- 
25 satz dieser Zellen ist derzeit aufgrund der nur in sehr geringer 
Anzahl zur Verfugung stehenden nativen Stammzellen limitiert und 
kann mit bekannten in vitro Methoden nicht fur Stammzellthera- 
pien und Transplantationen ausreichend expandiert werden. Haupt- 
problem ist- dabei die unkontrollierte Dif f erenzierungsinduktion 
30. bei gleichzeitigem Stammzellverlust der initial eingesetzten Po- 
pulation. 

Die bisherigen Erfahrungen zeigen, dass das nach der Abnabelung 
in. der Plazenta verbliebene und uber die Nabelschnur gewinnbare 
35 kindliche Restblut (Cord Blood=CB) in der Kegel genugend primi- 
tive pluripotente hamatopoetische Stammzellen (HSC) enthalt, urn 
bei Kindern eine hamatologische und immunologische Rekonstitu- 
tion zu erreichen. Die Verwendung von CB zur Stammzelltrans- 



plantation bei Erwachsenen ist j-edoch wegen der nicht ausrei- 
chenden Stammzellzahl bei dem heutigen Stand der Technik medi- 
zinisch limitiert. Dabei bietet gerade CB den Vorteil, eine 
gro£e Population von primitiven Stammzellen mit erhohter Proli- 
ferations- und Stammzellpotenz zu enthalten. In letzter Zeit 
haben mehrere Berichte nachgewiesen, dass Stammzelltransplanta- 
tionen aus Nabelschnurblut sich als auch vorteilhaft bei alio- 
genen Transplantationen von Patienten mit bosartigen Systemer- 
krankungen erwiesen haben: Stammzellen aus Nabelschnurblut ha- 
ben gegenuber solchen aus Knochenmark oder peripherem Blut ent- 
scheidende Vorteile: 

• Sie sind schnell und unkompliziert ohne korperliche Belas- 
tung eines Spenders zu gewinnen, 

• Es besteht ein deutlich geringeres Risiko fur Ubertragung 
viraler Erkrankungen ( insbesondere des Cytomegalie- 
Viruses) 

• Das Risiko einer sogenannten „graft versus host" (GvHD) 
Erkrankung ist wesentlich geringer, so dass bei vergleich- 
baren Ergebnisse bis zu 2 HLA-Mismatche akzeptiert werden 
konnen. Nabelschnurblut-Praparate sind als sogenannte Fer- 
tigarzneimittel komplett vorgetestet und eingelagert und 
innerhalb kiirzester Zeit verfiigbar. 

Der therapeutische Einsatz fur hamatologische Transplantationen 
ist jedoch noch aus folgenden Griinden limitiert: 

• Aufgrund der geringen Zellzahl in den Transplant at en steht 
nur eine begrenzte Anzahl an Stamm- und Progenitorzellen 
zur Verfugung, was eine sehr lange Aplasiephase mit den 
entspre chenden klinischen Komplikationen nach der Trans- 
plantation zur Polge hat . 

• Die Aktivitat von immunologischen Ef f ektorzellen, insbe- 
sondere der Natural-Killerzellen (NK-Zellen) und T-Zellen 
im Nabelschnurblut ist im Vergleich zu adulten Quellen 
stark reduziert. Dies kann auf der einen Seite zu einer 



geringeren Inzidenz einer GvHD beitragen, auf der anderen 
Seite kann es aber Grund fur eine erhdhte Morbiditat und 
Mortalitat bei den Stammzell-transplantationen aus Nabel- 
schnurblut sein. 

5 

Es hat sich in mehrere Studien gezeigt, dass NK Zellen und T- 
Zelleh bei allogenen Transplanationen eine wichtige Rolle spie- 
len. Die alloreakt'iven Spender-NK- Zellen toten nicht nur 
residuale Leukamiezellen ab, sondern auch T-Zellen und Antigen- 

10 prasentierende Zellen des Wirtes . Diese Immunreaktionen werden 
\iber Interaktionen sogenannter „Killer Immunoglobulin- like Re- 
zeptoren" (KIR-Rezeptoren) und sogenannter Naturlicher Zytoto- 
xizitats-Rezeptoren (NCR) auf der Spender NK-Zelle mit bestimm- 
ten Antigenen des Haupt Histokompatibilitatskomplexes der Klas- 

15 se I (HLA Kl. I) auf den Wirtszellen gesteuert . 

Aus diesen Grunden ist eine ex vivo Expansion von primitiven 
CB-Zellen mit vielseitigem Dif f erenzierungspotenzial fur eine 
erfolgreiche Stammzelltransplantation wichtig. Zum anderen mus- 
sen die wenigen primitiven Zellen expandiert werden, urn dann 
durch gezielte Dif f erenzierung der jetzt ausreichend zur Verfu- 
gung stehenden Vorlauf erzellen ein klinisch einsetzbares Thera- 
peutikum zu generieren. 



Eine Vielzahl von Arbeiten befasste sich bisher mit der ex vivo 
Expansion humaner Stammzellen aus Knochenmark und CB, wobei un- 
terschiedliche Kulturzusatze verwendet wurden (unterschiedliche 
Kombinationen von Cytokinen, Stromazellf eederlayer, Bioreakto- 
30 ren) . In keiner dieser Arbeiten wurde jedoch die Wirkung der je- 
weiligen Kulturbedingungen auf Selbsterneuerungskapazitat der 
urspriinglichen stammzellen nachgewiesen. Zum Teil konnten publi- 
zierte, auch widerspriichliche Arbeiten von anderen Labors nicht 
reproduziert werden und tmissen daher in ihrer Aussagekraft ange- 
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zweifelt werden. Es ist bisher nicht geklart, ob nach ex vivo 
Kultur zur Expansion der Zellzahl und zur Prolif erat ions indukti - 
on native Stammzellen ihre Eigenschaf ten und Fahigkeit zur mul- 
tilinealen Dif f erenzierung und Selbsterneuerung beibehalten und 

5 noch zur Transplantation geeignet sind. Es sind bisher auch kei^ 
ne Versuchsbedingungen beschrieben, die ohne stromalen Feeder- 
layer diese Voraussetzurigen erfullen. Alle bisher igen in vitro 
Kultursysteme haben bei Proliferation der Stammzellen gleichzei- 
tig einen Dif f erenzierungsschub zur Folge. Die alleinige Expan- 

10 sion der Zellzahl, phanotypischer Merkmale wie CD34 oder die Ex- 
pansion von Progenitoren in liniendeterminierten Assays gibt 
keine Auskunft uber Stammzellen, da nur die Fahigkeit der rege- 
nerativen Selbsterneuerung und multilinealen Dif f erenzierung 
diese Eigenschaft determiniert . 

15 

Die Schwierigkeit dabei ist die Analyse humaner Stammzellen xm 
allgemeinen und speziell auch in vitro expandierter Stammzellen 
in Hinblick auf Zellzahl, Qualitat und Dif f erenzierungsgrad. 
Mehrere in vitro Assays wurden beschrieben, die primitive humane 

20 hamatopoetische Vorlauf erzellen analysieren: der Long-Term- 
Culture Initiating Cell (LTC-IC) assay, der „cobblestone area 
forming cell assay" (CAFC) , beide in Kombination mit ,,Limiting 
Dilution Assay" (LDA) konnen Aussagen machen uber die Haufigkeit 
der LTC-IC oder CAFC. Die Schwierigkeit besteht jedoch darin, 

25 dass diese Assays keine Aussagen nach expandierender in vitro 
Kultur iiber die sogenannte „multilineage" (multilineale, d.h. 
myeloische, lymphatische, erythrozytare und thrombozytare) 
Selbsterneuerungskapazitat der anfanglich vorhandenen primitiven 
Stammzellen machen konnen. Dies ist jedoch eine wichtige Voraus- 

30 setzung, urn die Effektivitat einer in vitro Kultivierung mit Ex- 
pansion und gleichzeitiger Dif f erenzierungsarretierung zu viber- 
prufen. Die Zahl und Charakteristik humaner Stammzellen wird 
bisher in sehr aufwendigen xenogenen Tiermodellen iiberpruft (in 
utero-Schaf , NOD-SCID-Maus) . Eine Charakterisierung der expan- 

35 dierten Stammzellen auf der Basis einer Zelloberf lachenmarker- 
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analyse ohne gleichzeitige funktionelle Testung ist nicht aus- 
reichend verlasslich. Es hat sich im NOD-SCID-Maus-Modell ge- 
zeigt, dass ex vivo expandierte humane Stammzellen zwar die fur 
primitive Stammzellen typischen oberf lachenmarker trugen, jedoch 
in der SCID Maus nicht mehr zur Selbstemeuerung fahig waren. 
Die Differenzierung von f unktionellen T-Zellen und NK-Zellen aus 
Nabelschnurblut wurde ebenf alls in der Literatur vbrbeschrieben, 
allerdings konnten hier keine Expansionen nachgewiesen werden, 
die fur ein Therapeutikum notwendig sind. 

SchlieElich wurde in einer kurzlich erschienenen Arbeit be- 
schrieben, dass Komplexe von kationischem Chitosan und verschie- 
denen Glykosaminoglycanen, insbesondere Heparin und Chondroitin- 
sulfat B als Festphase und unter Zusatz von Stammzellf aktor und 
IL-3 die Expansion von CD34+' CB Zellen f ordern konnen . Diese Ar- 
beit, wie auch die anderen oben beschriebenen, macht allerdings 
keine Aussage uber den spezifischen Dif f erenzierungs stand der 
eingesetzten CD34 + Zellen. so dass auch uber die Expansion em- 
zelner CD34 + Subpopulationen sowie primitiver CD34- Stammzellen 
keine Aussage moglich ist bzw. auch nicht gemacht wurde. Es wur- 
de beschrieben, dass Heparansulf at , synthetisiert von bestimmten 
Stromazellen, Wachstum und Differenzierung primitiver humaner 
hamatopoetischer Knochenrnarksstammzellen (KM-HSC) regulieren 
kann. Es wurde weiter gezeigt, dass solche KM-HSC ohne den Zu- 
satz von Stromazellen nur in Gegenwart von bestimmten Glycosami- 
noglycanen in vitro fur eine Zeitspanne von 5 Wochen bis maximal 
80% erhalten werden konnen. Dabei wurde nur die 6-O-Sulf atierung 
des Heparins als das wesentliche strukturelle Element des Hepa- 
rins beschrieben, welches diesen Effekt auslost, mit desulfa- 
tiertem-, N-sulf atiertem oder unmodif iziertem Heparin konnten 
die wachstumsfordernden Effekte nicht erzielt werden. 

Zusammenfassend lafit sich zu den vorstehenden Arbeiten folgendes 
f eststellen: 



6 



10 



15 



1. Es konnte zwar gezeigt werden, dass 6-O-sulf atierte Heparine 
ausschlieSlich myeloisch-determinierte Zellen (Langzeitkultur 
induzierende Zellen; LTC-IC) aus humanem Knochenmark bis zu 80% 
iiber 5 Wochen erhalten k6nnen/ allerdings erfolgte dies ohne 
nachweisbare Expansion des primitiven Stammzellpools . 

2. Der Nachweis inwieweit tatsachlich primitive und multipotente 
HSC beeinflusst werden, konnte bisher nicht erbracht werden. 

3. Zellwachstums-modifizierende Eigenschaf ten von Heparinen und 
anderen Polysacchariden wurden in einer Reihe von Publikationen 
beschrieben, allerdings wurden dabei weder humane hamatopoeti- 
sche Stammzellen berucksichtigt , noch die Diff erenzierung in 
therapeutisch wirksame Immunzellen benannt. 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, diese Nachteile der im Stand der Technik angewandten 
Verfahren zu uberkommen, d.h. Mittel bereitzustellen, die die. 
Expansion nicht- embryonal er Stammzellen unter Verhinderung der 
Diff erenzierung erlauben aber zum richtigen Zeitpunkt in der ex 
vivo Kultur eine gezielte Diff erenzierung in immunkompetente 
Zellen (T-Zellen und NK- Zellen) zu ermoglichen. Als zusatzli- 
ches Problem beim derzeitigen Stand der Technik besteht die 
Notwendigkeit der Benutzung von Mauszelllinien als Stromafeeder 
zur Expansion/Generierung von funktionellen Immunzellen, so 
dass gegenwartig keine klinische Anwendbarkeit von expandierten 
NK- Oder T-Zellen speziell aus Nabelschnurblut moglich ist. 

Die L6sung dieses technischen Problems erfolgte durch die Be- 
reitstellung der in den Patentanspruchen gekennzeichneten Aus- 
fuhrungsformen. Es wurde uberraschenderweise gefunden, dass das 
vorstehende technische Problem durch die Verwendung eines modi- 
fizierten Glycans als Zusatz zu einem Zuchtungsmedium gelost 
werden kann. Diese Vorgehensweise erlaubt die Gewinnung und Ex- 
35 pansion primitiver post-embryonaler Stammzellen aus einer klex- 
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nen Zellzahl. Die Stammzellen k6nnen mit dem erf indungsgemafcen 
Verfahren in vitro so vermehrt werden, dass eine 
(Re) implantation der expandierten Zellen auch unter klinischen 
Bedingungen sowohl fur die Regeneration der Hamatopoese als 
auch fur den spezifischen Gewebs- und Organersatz angewendet 
werden kann. Das erfindungsgemafce Verfahren gewahrleistet ,. dass 
reproduzierbar die primare Dif f erenzierung dieser pluripotenten 
Stammzellen durch gezielten Einsatz von regio- und/oder stereo- 
selektiv modifizierten Glycanen reversibel arretiert werden 
kann, urn eine in vitro Expansion zu erreichen. Durch die Anwen- 
dung der erf indungsgemafien Glycane bzw. Glycosaminoglycane in 
einem sogenannten „in vitro Stammzellkultursystem" kpnnen scout 
transplantationsfahige Stammzellen aus post-embryonalen Geweben 
expandiert werden. Die so expandierten Stammzellen werden dann 
unter Verwendung der erf indungsgemaEen Glycane in speziellen 
Differenzierungskulturen bis zur funktionellen Reife ausdiffe- 
renziert. 

Das erf indungsgemafie Verfahren beruht auf der Anwendung von de- 
finierten Glycanen bzw. Glycosaminoglycanen durch regio- 
und/oder stereoselektive Modif ikationen (Abbau, Ankopplung) 
funktioneller Seitengruppen (z.B. Carboxyl-, Sulfat-, Acetyl-, 
Acyl-, Aminogruppen) z.B. an bekannte Glycangeriiste (otl-4 Gly- 
cane, 01-3 Glycane, 01-4 Glycane, 01-3 Glycosaminoglycane, 01-4 
Glycosaminoglycane und 01-4, «l-4 Glycosaminoglycane) . Dxese 
Verbindungen sind hinsichtlich (a) ihrer Molekulmasse, (b) Hi- 
res Sulfatierungsgrades und -musters, und (c) der Anzahl ande- 
rer vorstehend genannter funktioneller Seitengruppen und Ver- 
teilung der funktionellen Gruppen in der Monomer einhe it und 
30 entlang der Polymerkette genau definiert. 

Die Veranderungen der Seitengruppen zur erf indungsgemafcen Ver^ 
wendung bestehen zum einen aus einer Modif ikation einer Sexten- 
gruppe am C2 Atom der Monomereinheit des Glycans bzw. Glycosa- 
35 minoglycans, vorzugsweise Desulf atierung und Reacylierung oder 



20 



25 



8 



Reacetylierung, so dass definierte verhaltnisse der Seitengrup- 
pen am C2 Atom entlang der Polymerkette entstehen- Zum anderen 
ist die Anwesenheit einer Seitengruppe mit negativer Ladung, 
vorzugsweise eine 6-O-Sulf atgruppe, am C6 Atom der Monomerein- 

5 heit des Glycans bzw. Glycosaminoglycans eine sterische Voraus- 
setzung fur das erf indungsgemafce Verfahren. Der Prozentsatz der 
insgesamt modif izierteri Seitengruppen am C2 und/oder C6 Atom 
hangt von der jeweiligen Modif ikation ab und der fur das erfin- 
dungsgemafce Verfahren gunstigste Prozentsatz kann mittels der 

10 im nachstehenden Bei spiel genannten Assays vom Fachmann leicht 
ermittelt werden. 

Diese Verbindungen konnen als Zusatz in Expansions- und Diffe- 
renzierungskulturen adulter (post- embryonal er) Stammzellen fur 
15 samtliche klinische und industrielle Anwendungen verwendet wer- 
den. Einer der wesentlichen Vorteile der Erfindung liegt im 
Einsatz einzelner chemisch genau definierter Substanzen zur re- 
produzierbaren Expansion postembryonaler Stammzellen. 

20 in den zu der vorliegenden Erfindung fuhrenden Experimenten 
wurden primitive hamatopoetische Stammzellen in vitro unter Zu- 
satz von erfindungsgemafien Polysacchariden und definierten Cy- 
tokinen ohne die Kokultivierung mit Stromazellen oder anderen 
Feederzellen in ihrem ursprunglichen primitiven Zustand erhal- 

25 ten und gleichzeitig. expandiert. Das Dif f erenzierungspotential 
dieser Zellen wurde in anschlieSenden Kulturen auf Einzelzell- 
ebene nachgewiesen. Die eingesetzten Polysaccharide mit defi- 
nierten funktionellen Gruppen zeichnen sich durch ihren defi- 
nierten Anteil an 6-0-Sulfat- und N-Sulf atgruppen, 2-0- und 3- 

30 O-Sul fat gruppen aus . Es handelt sich dabei urn regio- und ste- 
reoselektiv sulfatierte, acetylierte und acylierte Wiederho- 
lungseinheiten von Polysacchariden mit unterschiedlich ein- 
stellbaren definierten Durchschnittssubstitutionsgraden fur die 
einzelnen Gruppen. Durch die Konstellation der jeweiligen Sei- 

35 tengruppen mit unterschiedlichem Charakter (hydrophil, z.B. 
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S0 3 ; hydrophob, z.E. -acyl) und definierter Verteilung entlang 
der Polymerkette werden die hydrophoben/hydrophilen Verhaltnis- 
se innerhalb des Glycans bzw. Glycosaminoglycans wesentlich 
verandert . 

5 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Iso- 
lierung und/oder Anreicherung und/oder selektiven Vermehrung 
post-embryonaler Stammzellen unter Vermeidung von prim&rer Dif- 
f erenzierung, die anschliessend in gerichteten Dif f erenzie- 

10 rungskulturen wiederum unter Verwendung der erf indungsgemaiSen 
Glycane/Glycosaminoglycane in therapeutisch einsetzbare NK- 
Zellen oder T-Zellen dif f erenziert werden konnen. Das Verfahren 
ist dadurch gekennzeichnet , dass die Ausgangszellen in einem 
Medium geziichtet werden, das ein modif iziertes Glycan und/oder 

15 Glycosaminoglycan enthalt, wobei die Modif ikation so ist, dass 
die ursprungliche Seitengruppe des C2 Atoms einer oder mehrerer 
Monomereinheiten des Glycans und/oder Glycosaminoglycans modi- 
fiziert ist und die Seitengruppe des C6 Atoms einer oder mehre- 
rer Monomereinheiten des Glycans und/oder Glycosaminoglycans 

20 eine Seitengruppe mit negativer Ladung, vorzugsweise eine 6-0- 
sulfatgruppe ist, wobei ein definiertes Verhaltnis zwischen 
hydrophilen und hydrophoben Seitengruppen besteht. 

Vorzugsweise ist das Glycan und/oder Glycosaminoglycan cvl-4 
25 Glycan, 01-3 Glycan, 01-4 Glycan, &1- 3 -Glycosaminoglycan, 01-4 
Glycosaminoglycan und/oder 01-4, al-4 Glycosaminoglycan. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform des erf indungsge- 
maSen Verfahrens ist das C2 Atom einer Monomereinheit desulfa- 
30 tiert. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsform des erf indungsge- 
mafcen Verfahrens ist das C2 Atom einer Monomereinheit desulfa- 
tiert und eine neue Seitengruppe 1st am C2 Atom eingefuhrt, 
35 vorzugsweise eine Acetyl-, Acyl- (vorzugsweise Butyl-), Amino- 
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Oder Carboxymethyl-Gruppe. Besonders bevorzugt ist eine Acetyl - 
oder Acyl-Gruppe. Unter Reacetylierung wird die Ankopplung ei- 
ner Acetyl gruppe an das C2 Atom der Monomereinheit verstanden. 

Der vorteilhaf teste Prozentsatz der jeweils modif izierten C2 
und/oder C6 Atome kann wie bereits vorstehend erwahnt leicht 
mittels der nachstehend beschriebenen Assays bestimmt werden. 

Bei dem in der vorliegenden Anmeldung yerwendeten Ausdruck „post- 
embryonale Stammzellen" handelt es sich um pluripotente Stammzel- 
len, vorzugsweise humane Stammzellen. 

Der in der vorliegenden Anmeldung verwendete Ausdruck „Ausgang- 
zellen" betrifft die frisch (z.B. aus dem Nabelschnurblut) iso- 
lierten, nicht expandierten post-embryonalen Stammzellen. 

Der in der vorliegenden Anmeldung verwendete Ausdruck „unter Ver- 
meidung von Dif f erenzierung" meint, dass wahrend der Expansion 
die Zellen in einem pluripotenten Stadium verbleiben, das vor- 
zugsweise dem vor der Expansion entspricht. Das pluripotente Sta- 
dium der Zellen kann durch den ML-IC Assay wie nachstehend be- 
schrieben kontrolliert und bes t at igt werden. 



Diese Zellen konnen jedoch wahrend oder im Anschluss an die Ex- 
pansion, falls gewunscht, zu einer bestimmten Dif f erenzierung ve- 
ranlaJSt werden, z.B. durch Zugabe von bestimmten Zytokinen in das 
Medium. Zur Dif f erenzierung zu Endothel -Zellen wird z.B. Fibro- 
nektin (FN) und vaskularer endothelialer Wachstumsf aktor (VEGF) -B 
in das Medium gegeben (Reyes et al., Blood 98 (2001), 2615-2625; 
Reyes et al., J. Clin. Invest. 109 (2002), 337-346), zur neuroek- 
todermalen Dif f erenzierung FN und bFGF (Palmer et al . , J. Neuros- 
ci. 19 (1999), 8487-8497) und zur Dif f erenzierung zu Epithelzel- 
len FGF-4 und Hepatozyten-Wachstumsf aktor (HGF) (Schwartz et al . , 
J. Clin. Invest. 109 (2002), 1291-1302). 
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In einer Ausfiihrungsf orm der Erf indung .werden aus den primar ex- 
pandierten Zellen sekundar NK- und T-Zellen herausdiff erenzierten 
und durch die allgemein bekannten Oberf lachenmarker phanotypisch 
5 und funktionell nachgewiesen . 

Bei" den fur die vorliegende Anmeldung verwendeten Kohlenhydraten- 
Grundstrukturen handelt es sich um Verbindungen wie sie von der 
• „IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN) 
definiert wurden (Eur. J. Biochemistry 126 (1982), 439-441) und 
beispielsweise von S.Dumitriu (Polysaccharides in Medical Appli- 
cations, Marcel Dekker, 1996) sowie J.Lehmann (Kohlenhydrate, 
Chemie und Biologie, G.Thieme Verlag, 1996) beschrieben wurden. 
Dabei werden unter dem Ausdruck Glycane alle Oligo- und Polysac- 
charide zusammengefasst, die von ihrem sequentiellen Aufbau so- 
wohl Homoglycane, bestehend aus einer Monosaccharidwiederholung- 
seinheit, als auch Heteroglycane, bestehend aus verschiedenen Mo- 
nosaccharidwiederholungseinheiten, sein konnen. 
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Als Oligosaccharide/ Polysaccharide werden Verbindungen zusammen- 
gefasst, in denen Monosaccharide durch glycosidische Bindungen 
miteinander verknupft sind. Oligosaccharide und Polysaccharide 
mit repetitiven Saccharidsequenzen werden hier als Glycane zusam- 
mengefasst. Der Begriff „ Oligosaccharide -bezeichnet Glycane, die 
aus 2 bis 10 Monosaccharideinheiten bestehen, wahrend der Begriff 
;< Polysaccharid» alle Glycane umfasst, die aus mehr als 10 Mono- 
saccharideinheiten bestehen. 

Als Glycosaminoglycane werden Heteroglycane mit repetitiven Di- 
saccharideinheiten jeweils bestehend aus einem Aminozucker und 
einer Uronsaure definiert, die sich untereinander hinsichtlich 
ihrer Monosaccharideinheiten und ihrer glycosidischen Bindung un- 
terscheiden . 



\ 
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Die fur das erf indungsgemafce Verfahren verwendbaren Glycane bzw. 
Gylcosaminoglycane konnen unterschiedliche Verknupfungs- und Ver- 
zweigungsgrade aufweisen, d.h. z.B. linear, verzweigt oder zyk- 
lisch (z.B. 6-Cyclodextrin) sein. Hinsichtlich ihres Molekularge- 
wichts unterliegen die fur das erf indungsgemafie Verfahren ver- 
wendbaren Glycane bzw. Glycosaminoglycane keiner Einschrankung, 
allerdings ist of f ensichtlich die biologische Aktivitat bex gro- 
Seren Molekiilen besser. Gunstige Molekulargewichte liegen itn Be- 
reich von etwa 10 bis 35 kD oder daruber. 

Der Fachmann kann mittels allgetnein bekannter Verfahren, z.B. 
uber klassische Schutzgruppentechniken und/oder Festphasensyn- 
these die fur das erf indungsgemaSe Verfahren geeigneten Poly- 
/Oligosaccharide herstellen. Verfahren zum Entfernen bzw. An- 
koppeln von Seitenketten, z.B. zur regio- und stereoselektxven 
Modifikation sind ebenfalls allgemein bekannt; siehe z.B. Bau- 
tnann et al . , Carbohydrate Res. 308 (1998), 391-388; 331 (2001), 
43-57; Baumann et al . , Carbohydrate Res. 337 (2002), 1297-1307, 
Baumann et al . , Macromol. Chem. Phys . 201 (2000), 1950-1962; 
Deutsches Patent 4444445.1; Huppertz et al . , In: Frontxers xn 
Biomedical Polymer Applications (Eds. Othenbrite, Chielbxnx, 
Cohn, Miglioresi, Sunamoto) , Band 2, Seiten 115-129, Technomxc 
1999; Grootenhuis et al . , Nat. Struct. Biol. 2 (1995), 736-739; 
westerduxn et al . , Bioorg. Ned. Chem. 2 (1994), 1267-1280; Wes- 
sel et al., Carbohydr. Res. 204 (1990), 131-139; Matsuo et al . , 
Carbohydr. Res. 241 (1993), 209-215; Kurita et al . , Macromole- 
cules 31 (1998), 4764-4769; Kariya et al . , J- Biol. Chem. 275 
(2000), 25949-25958; Du et al ., Carbohydr . Res. 329 (2000), 17- 
24; und Groth und Wagenknecht, Biomaterials 22 (2001), 2719- 



2729 . 



Der Fachmann kennt auch geeignete Zuchtungsverf ahren und Me- 
dien urn post- embryonal e Stammzellen kultivieren zu konnen; 
siehe z.B. DE 196 08 813 C2 oder EP-B1 0 695 351 bzw. das nach- 
folgende Beispiel. Der Fachmann kann auch anhand einfacher Ver- 
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suche die optimale Konzentration des modif izierten Glycans bzw. 
Glycosaminoglycans fur den gewunschten Zweck bestimmen. Das 
„Grundmedium", das u.a. ein erf indungsgemaSes modif iziertes 
Glycan bzw. Glycosaminoglycan enthalt kann jedes Medium sein, 

5 das ublicherweise fur die Stammzellexpansion verwendet wird. In 
einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen Mediums 
ist das „Grundmedium", in dem u.a. ein erf indungsgemafies Glycan 
bzw. Glycosaminoglycan enthalten ist, IMDM („Iscoves Modif i- 
ziertes Dulbeccos Medium"; Invitrogen) . Die gewunschten Stamm- 

10 zellen werden in dem vorstehenden Medium unter geeigneten Be- 
dingungen, gegebenenf alls unter (teilweiser) Erneuerung des Me- 
diums in geeigneten zeitabstanden, gezuchtet. Geeignete Bedin- 
gungen, beispielsweise hinsichtlich geeigneten Behaltern, Tem- 
peratur, relativer Luf tf euchte, o 2 -Gehalt und C0 2 -Gehalt der 

15 Gasphase sind dem Fachmann 'bekannt. Vorzugsweise werden die 
Zellen in dem vorstehenden Medium unter den f olgenden Bedingun- 
gen kultiviert: (a) 37 0 C, (b) 100% rel . Luftf euchte, (c) 10% 0 2 
und (d) 5% bis 7% C0 2 . Der Fachmann kann auch die gewunschte 
Steuerung der Dif f erenzierung der tierischen Zellen anhand ilb- 

20 licher Kriterien (morphologische Kriterien, Anwesenheit bzw. 
Abwesenheit spezifischer oberf lachenproteine etc.; siehe . dazu 
auch die Assays im nachstehenden Beispiel) uberwachen. 

Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungs form des erf indungsgemaSen 
25 Verfahrens betrifft die isolierung. und/oder Anreicherung 
und/oder selektive Vermehrung von post-embryonalen Stammzellen 
unter Verwendung eines 2-O-desulfatierten Heparins, N- 
desulfatierten und/oder N-desulf atierten und reacetylierten He- 
parin enthaltenden Mediums. Dabei erfolgt die Zvichtung bzw. 
30 Haltung der Zellen wie vorstehend bzw. in dem nachstehenden 
Beispiel beschrieben. 

Der Fachmann kann anhand einfacher Versuche die fur das erfin- 
dungsgemaBe Expansionsverf ahren geeigneten Konzentrationen der 
35 modif izierten Glycane bzw. Glycosaminoglycane ermitteln. In ei- 
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ner bevorzugten Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemaSen Expansi- 
onsverfahrens ist das modif izierte Glycan bzw. Glycosaminogly- 
can in einer Konzentration von 15 bis 50 mg/1 im Kulturmediutn 
vorhanden, wobei eine Konzentration von 20 mg/ml am meisten be- 
5 vorzugt ist. 

Fur das erf indungsgemafce' Zuchtungsverf ahren konnen folgende 
nicht- embryonal e, vorzugsweise humanen Stammzellen verwendet 
werden: Gonadale Stammzellen, somatische Stamm- oder Vorlaufer- 

10 zellen, hamatopoetische Stammzellen, epidermale Stammzellen, 
kardiale Stammzellen, Muskelstammzellen oder neural e Stammzel- 
len, wobei hamatopoetische Stammzellen bevorzugt sind. Der 
Fachmann kennt geeignete Quellen zur Gewinnung und zur Expansi- 
on dieser Stammzellen. Hamatopoetische Stammzellen konnen z.B. 

15 aus fotaler Leber, Nabelschnurblut oder Knochenmark erhalten 
werden, wobei die Gewinnung aus Nabelschnurblut fur das erfin- 
dungsgemaSe Verf ahren bevorzugt ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf indungsge- 
20 mafien Verfahrens erfolgt im AnschluS an die Ziichtung ein funk- 
tioneller Nachweis der Stammzelleigenschaf ten und/oder des Ex- 
pansionsgrades . Besonders bevorzugt ist der Nachweis der Stamm- 
zelleigenschaf ten uber einen ML-IC-Assay . 



25 



Das nachstehende Beispiel erlautert die Erfindung. 



3 q Beispiel 

Expansion hamatopoetischer Stammzellen mittels modif izierter 
Heparins als Zusatz zum Zuchtungsmedium. 

Stammzellangereicherte Nabelschnurblutzellen wurden in einem de- 
finierten und klinisch applizierbaren Expansionssystem unter Zu- 
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satz erf indungsgemaJSer Glycane mit Bestimmung der Expansion pri- 
mitiver myeloischer als auch lymphatischer Vorlauf erzellen als 
Zeichen der Stammzellvermehrung ( quant ifizierbar als ML-IC; ^My- 
eloid-Lymphoid- Initiating Cells") fur 5 Wochen kultiviert. 



Das Kulturmedium bestand aus „Iscoves modif iziertem Dulbeccos 
Medium" (Invitrogen, Karlsruhe) mit 12,5% fdtalem Kalberserum 
und 12,5% Pferde serum (Stem Cell Technologies, Vancouver, Cana- 
da) . Dazu wurden die in Tabelle 1 beschriebenen, sterilisierten 
Glycane mit f unktionellen Seitengruppen in einer Konzentration 
von 20 mg/1 sowie folgende Zusatze supplement iert : 2 mmol/1 L- 
Glutamin (Invitrogen), Penicillin (1000 U/ml) , Streptomycin 100 
U/ml (Invitrogen) , 10" 6 mmol/1 Hydrocortison, 25 jitM 2- 
Mercaptoethanol-B, 10 pg/ml GM-CSF (Immunex Corp., Seattle, WA) , 
250 pg/ml G-CSF (Amgen, Thousand Oaks, CA) , 200 pg/ml SCF (Stem 
Cell Technologies) , 50 pg/ml LIF (Stem Cell Technologies) , 200 
pg/ml MIP-I alpha (Stem Cell Technologies) , und 50 pg/ml IL-6 
(Stem Cell Technologies) , 10 ng/ml Flt-3L und 10 ng/ml Thrombo- 
poetin (Immunex Corp., Seattle, WA) . 

Die Kulturen wurden bei 37°C and 5% C0 2 mit 48stundigem Medium- 
wechsel fur 5 Wochen erhalten, anschlieSend wurde die Expansion 
der stammzellaquivalenten multipotenten Zellen im ML-IC Assay 
(Nachweis von LTC-IC und LY-IC) ermittelt. 

ML-IC-Assay: Zur Testung der Stammzelleigenschaf ten der ex vivo 
kultivierten Nabelschnurblut zellen wurde der ML-IC-Assay (Pun- 
zel et al., Blood 93 (1999), 3750-3756) verwendet. Die Zellen 
der Primarkulturen wurden durch mechanische Pipettierung gleich- 
ma£ig in Suspension gebracht und anschlieSend wurde der Inhalt 
jeder individuellen Primarkultur . (200 #1) in 4 neue, bereits 
praetabl ierte AFT024 - stromaabhangige Sekundarkulturen gebracht 
(50 Ml Primarsuspension pro Sekundarkultur) , und zwar in der 
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Art und Weise, dass jede der 4 Sekundarkulturen einer primaren 
Einzelzelle sich in . der gleichen Position in den neuen Microti- 
terplatten befand. Damit wurde gewahrleistet , dass alle sekun- 
daren Progenitoren sich der primaren Einzelzelle zuordnen las- 
sen. Zwei der Sekundarkulturen wurden dabei unter myeloischen 
Bedingungen im sekundaren LTC-IC-Assay uber 5 Wochen kulti- 
viert. Die anderen zwei • Kulturen wurden unter lymphatischen in 
vitro Differenzierungsbedingungen ebenfalls fur weitere 5-7 Wo- 
chen im NK-IC Assay kultiviert und anschlieSend auf reife funk- 
tionelle NK-Zellen mittels des NK-IC Assays untersucht. 



LTC-IC-Assay (Gu pta et al w Blood 95 (2000) , 147-155): Frisch 
sortierte Einzelzellen (Tag 0) oder die gesamte Nachkommen- 
schaft einer Einzelzelle (Tag 14) wurden in AFT024 Kulturen mit 
15 Langzeitkultur (LTBMC) -Medium (lMDM/12,5% FCS/12.5% Pferdeserum 
sowie Penicillin/Streptomycin und 10" 6 mmol Hydrocortison) kul- 
tiviert (1 x Mediumwechsel alle 7 Tage) . Nach 5 Wochen wurde 
das Medium entfernt und die Kultur mit semisolidem Methylzellu- 
lose-Medium (1,12% Methylzellulose, IMDM/30% FCS , 3IU/ml E- 
rythropoetin, 7,5% zytokinhaltigem Uberstand der Zellinie 5637 
ATCG HB-5) versehen. Einzelzellen mit der Fahigkeit sekund&re 
kolonieformende Zellen (CFC) zu generieren wurden per Definiti- 
on als LTC-IC bezeichnet* 

LY-IC Assay: Frisch sortierte Einzelzellen (Tag 0) oder die ge- 
samte Nachkommenschaft einer Einzelzelle (Tag 14) wurden in 
AFT024 Kulturen in lymphatischem Dif f erenzierungsmedium 
(DMEM/Ham's 12-Medium 2:1 (V/V) mit 20% humanem hitzeinakti- 
viertem AB-Serum sowie 2 0 mg/ml Ascorbinsaure , 50 /miol Selen, 
25 /xmol Mercaptoathanol, 50 Mmol Athanolamin, 1000 U/ml IL-2, 5 
ng/ml IL-3 [nur am Tag 0], 10 ng/ml Flt-3L, 10 ng/ml SCF und 20 
ng/ml IL-7) kultiviert. Nach 5-7 Wochen wurden alle Kulturen 
mit visuell ob j ektivierbarer klonaler Zellprolif eration durch 
mechanische Pipettierung geerntet und mittels FACS-Analyse auf 
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reife NK-Zellen (CD56+/CD3-) NKT-Zellen (CD56+/CD3+) und auch 
Pro-B-Zellen (CD 19+/CD56-) untersucht. 

Zur GMP-gerechten Anwendung werden die vorexpandierten Zellen 
in Suspensionskulturen weiter expandiert unter folgenden Bedin- 
gungen : 

DMEM/Ham's 12 -Medium 2:1 (V/V) mit 10% humaneni hitzeinaktivier- 
tem AB- Serum sowie 20 mg/ml Ascorbinsaure, 50 pmol Selen, 25 
Mmol Mercaptoathanol, 50 /xmol Athanolamin, 1000 U/ml IL-2, 10 
ng/ml Flt-3L, 10 ng/ml SCF, 20 ng/ml IL-7, lOng/ml IL-15 und 10 
ng/ml IL-21) kultiviert. Nach 3-4 Wochen wurden die Zellen 
durch mechanische Pipettierung geerntet und mittels FACS- 
Analyse auf reife funktionelle NK-Zellen (CD56+/CD3- 
/NKp30/NKp44/NKp46) und auch T-Zellen (CD3+) untersucht. 

Primar kultivierte Einzelzellen, die in der Lage waren sowohl 
LTC-JC als auch lymphatische Ef f ektorzellen zu generieren, sind 
stamrazellaquivalente ML-IC. Die Expansion der Nabelschnurblut- 
zellen errechnet sich aus dem Verhaltnis von unreif en LTC-IC 
und NK-IC vor und nach der Expansionskultur . 

Die Ergebnisse der vorstehenden Unter suchungen sind in Tabelle 
1 dargestellt . 



Tabelle 1 



Expansion 


HO 


HI 


H2 


H3 


CI 


C2 


Myeloisch 


1,0 


3,9 


10, 7 


11, 8 


0,3 


2,0 


Lymphatisch 


1,0 


15, 2 


11, 7 


12,4 


7,4 


7,7 



HO: Standard-Heparin (unmodif iziert) ; Hi: 2- 0-desulf atiertes 
Standard-Heparin, ; H2.: N-desulf atiertes Standard-Heparin; H3 : 
N-desulf atiertes und reacetyliertes Standard-Heparin, CI: Chi- 
tosan N-Sulf atiert; C2 : Chitosan N-desulf atiert, N-acetyliert . 
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Tabelle 2 



Regioselektiv- 
modof iziertes 
Glykan 


C2-0-Sulfat 


C6-0-Sulfat 


C2 N-Sulfat 


C2 N-Acetyl 


HO 


60% ■ 


90% 


90% 


7% 


HI 


9% 


85% 


90% 


5% 


H2 


60% 


85% 


0% 


14% 


H3 


60% 


85% 


0% 


100% 


CI 






88% 


12% 


C2 






59% 


41% 



Die eigentliche Stammzellexpansion ergibt sich aus der kombi- 
nierten Erhohung der myeloischen und lymphatischen Expansions- 
5 f ahigkeit der in den oben beschriebenen Expansionsbedingungen 
manipulierten CB-HSC. Der Zusatz von regio- und stereoselektiv 
modif izierten Glycanen zeigt im Vergleich. zu den Kulturen tnit 
unmodif iziertem Heparin (HO) einen signif ikanten Expansionsef- 
fekt. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass fur den durch mo- 
10 difizierte Glycane erzeugten Effekt auf die Expansion von CB- 
HSC eine Desulf atierung am C2-Atom mit oder ohne Reacetylierung 
verantwortlich ist. 
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Chemikalien: Standard-Heparin: Serva, Natritimheparinat aus 
Schweinemukosa, reinst fur Forschungszwecke geeignet, Aktivitat 
178,000 IU/g. Die tibrigen Chemikalien waren, sofern nicht an- 
ders angegeben, reine Substanzen der Firmen Aldrich, Fluka Oder 
Sigma. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung und/oder Anreicherung und/oder se- 
lektiven Vermehrung post- embryonal er Stammzellen unter Vermei- 
dung von primarer Dif f erenzierung, dadurch gekennzeichnet , dass 
die Ausgangszellen in einem Medium gezuchtet werden, das ein 
modif iziertes Glycan und/oder Glycosaminoglycan enthalt, wobei 
die Modif ikation so ist, dass die Seitengruppe des C2 Atoms ei- 
ner oder mehrerer Monomereinheiten des Glycans und/oder Glyco- 
saminoglycans modif iziert 1st und die Seitengruppe des C6 Atoms 
einer oder mehrerer Monomereinheiten des Glycans und/oder Gly- 
cosaminoglycans eine Seitengruppe mit negativer Uadung ist, wo- 
bei ein definiertes Verhaltnis zwischen hydrophilen und hydro- 
phoben Seitengruppen besteht. 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 , wobei das Glycan und/oder Glyco- 
saminoglycan orl-4 Glycan, 01-3 Glycan, 01-4 Glycan, £1-3- 
Glycosaminoglycan, /3l-4,01-3 Glycosaminoglycan, pi-4, pi-3, 
(al-3) und/oder 01-4,arl-4 Glycosaminoglycan ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, wobei das C2 A- 
tom einer oder mehrerer Monomereinheiten desulfatiert ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das C2 Atom desulfatiert 
und reacyliert oder reacetyliert ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Aus- 
gangszellen in einem Medium mit 2-0-desulf atiertem Heparin, N- 
desulf atiertem Heparin und/oder N-desulf atiertem und reacety- 
liertem Heparin gezuchtet werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das modi- 
fizierte Glycan und/oder Glycosaminoglycan in einer Konzentra- 
tion von 15 bis 50 mg/1 im Medium vorhanden ist. 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die post- 
embryonalen Stammzellen hamatopoetische Stammzellen sind (CB- 
HSC, Knochenmark-HSC, mittels Apherisation gewonnene G-CSF- 
stimulierte HSC) . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Stamm- 
zellen -humane Stammzellen sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 , bis 8, wobei im 
AnschluS an die primare Expansion eine gezielte Dif f erenzierung 
in funktionelle T- und NK-Zellen erf olgt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei im 
AnschluS an die Zuchtung ein f unktioneller Nachweis der Stamm- 
zelleigenschaf ten und/oder des Expansionsgrades erf olgt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei der Nachweis der Stamm- 
zelleigenschaf ten uber einen ML^IC-Assay erf olgt. 

12. Verwendung der nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 
1 bis 9 generierten T- und/oder NK-Zellen als Therapeutikum. 
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Zusammenf as sung 

Verfahren zur sequentiellen Expansion humaner postembryonalen 
Stammzellen ex vivo mxt nachf olgender selektiver Differenzie- 
5 rung 

Beschrieben wird ein Verfahren . zur in vitro Expansion post- 
embryonaler Stammzellen unter Vermeidung von primarer Dif feren- 
zierung, dass es ermoglicht unter GMP-Bedingungen funktionelle 

10 Naturliche Killerzellen als Therapeutikum zu generieren. Das 
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , dass die Ausgangszellen 
in einem Medium gezuchtet werden, welches ein modif iziertes 
Glycan und/oder Glycosaminoglycan enthalt, das am C6 Atom und 
C2 Atom der Monosaccharidwiederholungseinheit definierte Sei- 

15 tengruppen entlang der Polymerkette tragt. 
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